新規ウイルスTorque teno midi virus(TTMDV)の発見,分子遺伝学上の特徴と新しい検出系の確立 by 二宮 匡史







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位 授与 年 月 日
学位 授与 の条件
研 究 科 専 攻











の発 見,分 子 遺 伝 学 上 の 特 徴 と新 しい検 出系 の確
立




徹 教授 賀 来 満 夫
滋
一321一
論 文 内 容 要 旨
目 的
本 邦 に お け る遺 伝 子 長2.2kb又は2.6kbのsmallanellovirus1と2(SAVs)の検 出 を 試 み た
が,遺 伝 子 長3.8-3.9kbのtorquetenovirus(TTV)と2.8-2.9kbのtorquetenominivirus
(TTMV)と 類 似 した 遺 伝 子 構 造 を 持 つ,両 者 と中 間 の 遺 伝 子 長3.2kbの 新 規DNAウ イル ス
torquetenomidivirus(TTMDV)を発 見 した 。 本 研 究 に て,新 規DNAウ イ ル スTTMDV
の 検 出 系 の 確 立 と 分 子 遺 伝 学 的 特 徴,Anellovirus属の 中 で の 位 置 づ け,一 般 健 常 人 で の
viremia率に つ い て検 討 した。
方 法
1.SAVsの検 出。SAV1,SAV2特 異 的 プライマ ーを設計 し,218例の 日本人 血友病 患者 の血
清 を用 いてPCR法 にて検討。
ll.TTMDVの全塩基 配列の決定。1で 得 られたPCR増 幅産物 を もとにシー クエ ンス法 にて3
株のTTMDVの 全遺伝 子配 列を決定。
皿.TTMDVの 検 出 と分子遺伝学 的特 徴。TTMDV特 異 的 プ ライマー を設 計 し,18例の血友 病
患者 の血清 と100例の健常成人 の血 清 よ り15株のTTMDVの 全塩 基配列 を決定 。塩基配 列の解
析 にはGenetyxver.8とDDBJ(DNADataBankofJapan)のODENを使用 。CLUSTAL
Wを 用 いて アライメ ン トを行 い,分 子系統樹 は近 隣接 合法で構築 した。
IV.Anellovirusのviremia率の検 討。3種 のanellovirusDNAをま とめて増幅 で きる共通 プラ
イマ ーを1stroundPCRを行 い,2ndroundPCRにて3種 を別 々に検 出で きるよ う,TTV,
TTMDV,TTMV特 異 的プ ライマ ーを設計。305例の健 常人血 清 と10例の膀帯血 血清 にて検 討
した。
結 果
SAVsと重 複 す る領域 で塩 基配 列 上76-99%の一致 率 を示 す3株 のTTMDV(MD1-032,
MD1-073,MD2-013)の全塩基配 列を決 定 した。 この3株 と既存 のTTV,TTMVの 株 で分子
系統 樹 を作 成す ると,3株 のTTMDVは 同 じクラスター に属 したが,TTVやTTMVと は明 ら
か に クラス ターを違 えていた。 この ことよ り,SAVsはTTMDVの アーチ フ ァク トか欠 損変異
株 とみ な し,Anellovirus属の独立 した新規 の ウイル ス種 と考 え た。 さ らに,15株 のTTMDV
の全塩 基配列 を決定 し,計18株 のTTMDVを 比較 した ところ,特 徴的 な い くつかのモ チーフを
持つ4つ のopenreadingframe(ORF1-4)とG+C塩基 に富 む領 域 を含 む比較 的塩基配 列が
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保存 され たnon-codingregionとい ったTTVやTTMVと 類似 した構造 を有 して いた。 また,
遺伝 的多様性 に富 ん でお り,最 も離 れた もので,一 致率60.7%であ った。 さ らにanellovirusの
viremia率を検 討 す るため に,non-codingregionの比較 的保存性 の高 いTATA-box下流 の領
域 に塩 基配 列 に着 眼 し,TTV,TTMDV,TTMVを 区別 して検 出で きる新 しいPCRの 系 を構
築 した。 結 果,健 常成人 にお いてTTMDVのviremia率75%,TTVで100%,TTMVで82%
と互 いに高 いviremia率を示 した。膀帯血血清10例 で はいず れのanellovirusDNAも検 出で き
なか った が,生 後 ま もな く感 染 し,1歳 に達 す る頃 に はいずれ もviremia率100%とな った。3
種 のanellovirusの二重,三 重感染 も認 め られ,生 後9-180日の乳幼 児 では47.6%であ ったが,
生 後181-364日の乳幼児 では86.9%,さらに1-81歳にな る と93.1%と高 い重 複感 染 を認 めた。
今 後,本 研究 で確 立 した系 を用 いて,疾 患別 検討 を加 え るこ とで,anellOVirUS感染 の病理学 的
な意 義を見 出せ る可能 性が ある。
一323一
審 査 結 果 の 要 旨
本邦 に おけ る遺伝 子長2.2kb,2.6kbのsmallanellovirus1と2(SAVs)の検 出を試 みたが,
3.8.3.9kbのtorquetenovirus(TTV)と2.8-2.9kbのtorquetenominivirus(TTMV)と
類似 した遺伝子 構造 を持 ち,3.2kbの新 規DNAウ イル スtorquetenomidivirus(TTMDV)
を発 見 した。 本研 究 にて,TTMDVの 検 出系 の確 立 と分 子 遺 伝 学 的 特 徴,一 般 健 常 人 での
viremia率につ いて検討 した。
1.SAV1,SAV2特 異的 プライ マー を設 計 し,218例の 日本人 血友 病 患者 の血 清 を用 いて
PCR法 に て検 討 した。II.1で 得 られ たPCR増 幅 産 物 を もと に シー クエ ンス法 にて3株 の
TTMDVの 全遺伝 子配 列を決定 した。 皿.TTMDV特 異 的 プ ライマー を設 計 し,18例の血友病
患者 と100例の健 常 成 人 の血 清 よ り15株のTTMDVの 全 塩 基 配 列 を決 定 した。IV・3種 の
anellovirusDNAを増 幅で きる共通 プライマーにて1stroundPCRを行 い,2ndroundPCR
にて3種 を別 々に検 出で きるよ う,特 異的 プライマ 一ーを設計 した。305例の健常人 と10例の膀帯
血血 清 にてviremia率を検討 した。
SAVsと重 複す る領 域で塩 基配列上76-99%の一 致率 を示す3株 のTTMDVの 全塩基配 列を
決定 した。 この3株 と既存のTTV,TTMVの 株 で分 子系統樹 を作 成す ると,TTVやTTMVと
は明 らか に ク ラスター を違 えて いた。 よ って,SAVsはTTMDVの アーチ フ ァク トか欠損変異
株 とみ な し,Anellovirus属の独 立 した新規 の ウイル ス種 と考 え た。 さ らに,15株 のTTMDV
の全 塩基 配列 を決 定 し,計18株 を比較 したと ころ,い くつ か の特 徴 的な モ チー フを持 つ4つ の
openreadingframeとG+C塩基 に富 む領 域 を含む 比較 的塩 基配 列が 保存 されたnon-coding
regionとい ったTTVやTTMVと 類 似 した構造 を有 していた。 また,遺 伝的 多様性 に富 んで お
り,最 も離 れた もの で,一 致率60.7%であった。 さらに,健 常 成人 にお いてTTMDVのviremia
率75%,TTVで100%,TTMVで82%と 互 いに高 いviremia率を示 した。膀 帯血血 清10例 で
は いず れのanellovirusDNAも検 出で きなか ったが,生 後 ま もな く感 染 し,1歳 に達 す る頃に
はいず れ もviremia率100%とな った。3種 のanellovirusの二重,三 重感染 も認め られ,生 後9-
180日の乳幼 児で は47.6%であ ったが,生 後181-364日の乳幼 児で は86.9%,さらに1-81歳に
な ると93.1%と高 い重複 感染率 を認 めた。
今 後,本 研究 で確立 した系 を用 いて,疾 患 別検 討 を加 え ることで,anellovirUS感染 の病理学
的な意義 を見 出せ る可能性 が ある。 この研究成果 は新規性 も含 めて意義 が深 く,第 一次審査 にお
いて指摘 された留意す べ き点が最終審査 の際 には適切 に修正 され ていた。
よ って,本 論 文 は博 士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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